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Abstract 
Maedi visna virus (MVV) and caprine arthritis encephalitis virus (CAEV) are a 
heterogeneous group of infectious agents affecting sheep and goats; they belong to 
the family of Retroviridae, genus Lentivirus which includes the human 
immunodeficiency virus (HIV). A genetic basis for resistance to lentivirus infection 
has been supposed and Chemokine (C-C motif) Receptor 5 gene (CCR5) has been 
considered one of the main sources of genetic resistance to HIV in humans. Recently, 
one CCR5 variant characterized by a 4-base deletion, has been described in the ovine 
CCR5 promoter region. This mutation alters the binding site for octamer 
transcription factors reducing the expression of the receptor and the proviral levels. 
In our study, a survey to describe the previously unreported caprine CCR5 sequence 
was carried out. Twenty Camosciata breed blood samples were analyzed: four 
amplicons comprising the partial promoter region, Exon 1, Intron and Exon 2 (which 
includes the CDS and the 3’UTR region) were sequenced and aligned considering 
the ovine CCR5 (GenBank FJ008056.1) as a reference. Seventeen alleles were 
detected and five haplotypes were inferred using PHASE software. No departure 
from Hardy-Weinberg equilibrium was found (P>0.05). Six alleles, one of them 
characterized by a 2 bp insertion (4421_4422TC), were found in the promoter region 
(4463 G>A, 4788 C>G, 5171 C>A, 5305 C>T, 5638 C>T), six in the Intron region 
(6415 T>C, 6816 A>C, 7034 C>T, 7266 T>C, 7412 T>C, 7448 T>C) and four in the 
3’UTR (8598 C>T, 9161 C>T, 9332 G>A, 9353 G>C). Only one mutation was 
detected in the CDS at position 8121 T>C  (ATA>ACA) resulting in the amino acid 
change I198T. The promoter allele 5305T (C>T) could represent, according to in 
silico analysis using TFSEARCH software, a possible additional site of interaction 
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with transcription factors. The determined caprine CCR5 sequence was submitted to 
GenBank (accession number HQ650162). The deletion described in the ovine gene 
was not found in goats; nevertheless, the caprine CCR5 resulted moderately 
polymorphic and this will allow to perform a case-control study to discover possible 
associations between the detected haplotypes and resistance to CAEV in goats.  
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Riassunto 
Il virus Maedi Visna (MVV) e il virus dell’Artrite-Encefalite caprina 
(CAEV) determinano una malattia virale contagiosa tipica di ovini e caprini; 
appartengono alla famiglia Retroviridae, genere Lentivirus, a cui è 
ascrivibile anche il virus dell’immunodeficienza acquisita dell’uomo (HIV).  
A fronte della grave situazione determinata da un’elevata percentuale di capi 
positivi alla CAEV e all’inesistenza di un trattamento terapeutico efficace, 
l’unica strategia di lotta, attualmente, è stata l’attuazione di piani di 
eradicazione volontaria. 
Tale approccio però si è rivelato inefficace, pertanto una via alternativa 
verso la quale si stanno orientando i recenti studi, risulta essere costituita 
dalla ricerca di marcatori genetici di resistenza alla malattia. 
Ampie prospettive sono state aperte da studi condotti sia nell’uomo che negli 
ovini che hanno evidenziato la presenza di mutazioni coinvolte nella 
modulazione della suscettibilità alle lentivirosi. 
Nell’uomo, il gene CCR5 codificante per una proteina di membrana con 
funzione di recettore per le chemochine, è stato descritto come marcatore 
genetico coinvolto nella resistenza all’infezione da HIV-1. 
Un recente studio condotto sugli ovini ha messo in evidenza una delezione 
di 4 pb nella regione del promotore di CCR5 (5436-5439) che determina 
un’alterazione dei siti di legame per fattori trascrizionali riducendo, in ovini 
omozigoti deleti, fino a 3.9 volte l’espressione di tale recettore e dimezzando 
la carica provirale. 
Questo lavoro, partendo dal contesto suddetto, ha lo scopo di indagare per la 
prima volta la sequenza del gene CCR5 nella capra ed il ruolo dei 
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polimorfismi ad esso associati nella modulazione della 
suscettibilità/resistenza all’infezione da CAEV, al fine di porre le basi per 
l’allestimento in futuro di  piani di selezione assistita da marcatori. 
A tale scopo, sono stati analizzati 20 campioni di sangue appartenenti a 
caprini di razza Camosciata. Gli animali sono stati scelti di differente età, 
non imparentati tra di loro e con una ratio tra i sessi di 1:1. E’ stato estratto il 
DNA, il gene CCR5 è stato analizzato mediante quattro PCR comprendenti 
la regione del promotore, Esone 1, Introne, Esone 2 comprendente il CDS, 
regione 3’ UTR. Ciascun amplificato è stato sottoposto a sequenziamento e 
le sequenze ottenute sono state analizzate mediante il Software Seqman. Gli 
aplotipi più probabili sono stati definiti attraverso l’applicazione del 
software PHASE (v 2.1.1). 
È stata inoltre condotta un’analisi funzionale dei polimorfismi rilevati nelle 
differenti regioni geniche utilizzando a tale scopo differenti software: 
TFSEARCH per individuare eventuali punti di interazione con fattori di 
trascrizione; UTRScan per rilevare l’eventuale presenza di siti polimorfici 
all’interno di consensus motifs; Rescue-ESE Web Server per valutare se i 
polimorfismi rilevati appartenessero a motivi regolatori collocati a livello 
esonico. 
Sono stati individuati 17 alleli, risultati tutti in equilibrio di Hardy-
Weinberg, associati a costituire 5 aplotipi. 
Sei alleli, uno dei quali caratterizzato dall’inserzione di 2 basi TC, si 
localizzano all’interno del promotore, 6 nell’introne tra esone 1 e 2, 4 nella 
regione 3’ UTR ed è stata invece rilevata la mutazione puntiforme in 
posizione 8121 codificante per la sostituzione aminoacidica I198T. 
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Successivamente è stata eseguita un’analisi funzionale dei polimorfismi 
mediante software dedicati,  che ha permesso di definirne il ruolo svolto. 
I risultati ottenuti hanno evidenziato che il CCR5 caprino è moderatamente 
polimorfo e per quanto concerne le mutazioni descritte nel promotore, 
potrebbero avere un ruolo rilevante quelle ubicate entro le 500 pb dal 
Transcriptional Start Site (TSS) in quanto dati bibliografici riportano che un 
terzo di esse interferisce per più del 50% sui livelli di trascrizione. 
Questo consentirà di effettuare un studio caso-controllo per scoprire 
eventuali associazioni tra gli aplotipi rilevati e la resistenza a CAEV nei 
caprini. 
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1. INTRODUZIONE 
1.1. Maedi Visna e Artrite Encefalite caprina 
Maedi-visna (MVV) è una malattia virale che colpisce gli ovini ed 
occasionalmente anche i caprini. L’agente eziologico è un lentivirus appartenente 
alla famiglia dei Retroviridae. La duplice denominazione Maedi-Visna, utilizzata 
per indicare lo stesso virus, è di origine islandese e significa malattia respiratoria 
(Maedi) e sindrome neurologica (Visna). MVV, come tutti gli altri lentivirus, 
induce un’infezione di carattere persistente ma, a differenza del virus 
dell’immunodeficienza acquisita dell’uomo (HIV), il lentivirus nell’ovino non 
provocherebbe uno stato di immunodepressione nell’ospite. 
La trasmissione può avvenire in molti animali precocemente, dall’ingestione del 
colostro e del latte. La trasmissione del virus mediante liquido seminale è 
un’evenienza da tenere presente, e ciò in maniera particolare, quando si 
osservasse un processo infiammatorio dell’epididimo, mentre non risulterebbe 
ancora dimostrata la trasmissione intrauterina. L’evoluzione clinica della malattia 
è decisamente lenta, tanto che l’insorgenza dei sintomi clinici talvolta viene 
osservata in soggetti di 4-5 anni di età. Per quanto riguarda la reazione 
immunitaria, la comparsa di anticorpi viene apprezzata dopo un certo tempo 
dall’avvenuta infezione, di solito dopo alcune settimane o diversi mesi. (1) 
Anche l’artrite-encefalite caprina (CAEV) è provocata da un lentivirus. Sebbene 
molte infezioni siano subcliniche, una piccola percentuale degli animali sviluppa 
una sindrome progressiva non trattabile che include la poliartrite negli adulti e 
l’encefalomielite nei capretti. 
Questo virus inoltre provoca una mastite indurativa a cui consegue una riduzione 
nella produzione di latte. 
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La trasmissione può avvenire da madre in figlio, attraverso l’ingestione di 
colostro o latte contenente il virus; dal contatto diretto, esposizione a fomiti 
durante l’allattamento o esposizione al latte contaminato nelle sale di 
mungitura.(2) 
Nei capretti di età compresa tra 3 e 6 mesi, si manifesta una forma nervosa, con 
debolezza agli arti posteriori e fenomeni di paralisi, ma questa è una forma molto 
rara e quando si presenta è quasi sempre ad esito fatale. 
Nelle capre adulte, invece, i sintomi presenti sono di tre tipi: artritici, polmonari e 
mammari. 
L’ artrite è la forma più frequente nei greggi ed è volgarmente chiamata malattia 
del ginocchio grosso. Le articolazioni più colpite sono quelle del carpo 
(ginocchio) , del tarso (garretto) e dell’anca, che si presentano ingrossate. 
 
Figura 1: Articolazione colpita da CAEV  
http://www.evsrl.it/vet.journal/approfondimento.php?codnotizia=5019 
 
La polmonite è molto rara e quasi sempre associata alle forme di artrite. 
Per quanto riguarda la mastite ne esistono due forme:  
- mammelle asimmetriche, nelle capre adulte, quando la mastite cronica interessa 
una sola delle due ghiandole, con evidente asimmetria; 
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- mammella di legno, specie nelle caprette di primo parto, quando la mastite 
colpisce entrambe le ghiandole provocando indurimento e atrofizzazione della  
mammella, compromettendo irrimediabilmente la produzione lattea. 
In condizioni naturali, il CAEV può trasmettersi dai caprini agli ovini e gli ovini 
infetti dal MVV presentano un notevole rischio d’infezione per i caprini. 
Il rischio principale per gli ovini è legato all’allattamento degli agnelli mediante 
capre nutrici positive al CAEV oppure con latte caprino infetto. Il rischio 
principale per i caprini è legato alla detenzione mista di ovini e caprini con 
mangiatoie e abbeveratoi comuni. 
Le analisi filogenetiche hanno dimostrato che il virus maedi visna (MVV) e 
quello dell’artrite encefalite caprina (CAEV) sono strettamente correlati. 
I due virus hanno molte caratteristiche in comune e sono spesso raggruppati sotto 
il nome di lentivirus dei piccoli ruminanti (SRLV). (3) 
Il gruppo dei lentivirus dei piccoli ruminanti comprende ad oggi almeno 5 
genotipi (indicati con le  lettere da A ad E) alcuni dei quali cosmopoliti (A e B), 
altri caratteristici di alcune aree geografiche: genotipo C in Norvegia, genotipo D 
in Svizzera e Spagna, e genotipo E in Italia. 
In vivo, il target predominante degli SRLV sono le cellule della linea 
monocitica/macrofagica. Diversi studi suggeriscono che gli SRLV hanno evoluto 
complesse strategie per sfuggire ai sistemi di controllo immunitario della cellula 
ospite. L’esposizione del virus alla risposta immunitaria dell’ospite è limitata dal 
fatto che i monociti infettati circolanti non esprimono un livello soglia di mRNA 
virale necessario a permettere la produzione del virus e solo alcuni tessuti 
differenziati dei macrofagi sono suscettibili all’infezione virale.  
Un’ampia frazione di particelle infette si accumula in vescicole intracellulari di 
cellule SRLV infette, sottraendo i virus al meccanismo difensivo dell’ospite. 
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L’infezione non produttiva dei monociti circolanti e l’assemblaggio di prodotti 
strutturali virali in specifici compartimenti intracellulari, presumibilmente,  
promuove la disseminazione efficiente e la persistenza del virus nell’ospite. 
Al momento sono ancora sconosciuti i meccanismi coinvolti nel controllo 
dell’espressione degli SRLV. 
L’organizzazione genomica degli SRLV appare meno complessa di quella dei 
lentivirus dei primati. Oltre ai geni gag, pol ed env codificanti per le proteine e gli 
enzimi strutturali comuni a tutti i retrovirus, gli SRLV codificano per 3 proteine 
ausiliari chiamate Tat, Rev e Vif. (fig.1) 
 
Figura 2:  Schema del  genoma di  Lentivirus 
http://www.izsum.it/IZSUM/Common/pages02/wfContentLista.aspx?IDMAP=215 
 
La proteina Tat è stata inizialmente descritta come un transattivatore che 
intensifica l’inizio della trascrizione dal promotore virale.  
Recenti studi hanno dimostrato che l’incorporazione di questa proteina in 
particelle virali e la sua abilità a mediare l’arresto del ciclo cellulare alla fase 
G2/M  porta alla conclusione che sarebbe opportuno considerare la proteina Tat 
SRLV come una proteina accessoria simile alla proteina Vpr dei lentivirus dei 
primati. 
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La proteina Rev permette l’espressione citoplasmatica degli mRNA soggetti a 
splicing incompleto che codificano per le proteine strutturali; pertanto essa è 
richiesta per l’espressione e la replicazione dei geni virali. 
La proteina Vif interviene nell’ultimo stadio della formazione del virus e nel suo 
rilascio ed è richiesta per la replicazione virale in vivo. (4) 
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1.2. Controllo della malattia in allevamento 
 
In Italia l’infezione da MV nella pecora è molto diffusa, sono state registrate 
anche alte prevalenze per CAE. Soltanto poche razze locali allevate in isolamento 
sono indenni dall’infezione da CAE, mentre quasi tutte le greggi di razze da latte 
di importazione contengono capre siero positive, a causa della movimentazione 
degli animali. 
Le perdite dovute alle lentivirosi possono essere abbastanza rilevanti nei paesi 
dove viene praticato l’allevamento ovi caprino; non esistono presidi immunizzanti 
efficaci o trattamento terapeutico e gli animali che sviluppano la malattia non 
guariscono. 
Uno studio di prevalenza finanziato dal Ministero della Salute, negli allevamenti 
ovi caprini di alcune regioni italiane, ha coinvolto le province di Agrigento, 
Grosseto, Macerata, Palermo, Perugia e Pisa. Nei 7 territori è stata riscontrata una 
prevalenza media degli allevamenti infetti di circa l’85%; le province di Pisa e 
Perugia registravano valori al di sotto dell’80%, mentre nella provincia di 
Grosseto e nella regione Sardegna si stimava una prevalenza superiore al 90%.  
La ricerca ha messo in luce come l’infezione da lentivirus fosse endemica nelle 
popolazioni ovine e caprine del territorio nazionale, con una differente pressione 
esercitata nelle varie regioni. (5) 
A fronte della grave situazione determinata dalla elevata percentuale di capi e 
allevamenti infetti da CAEV, dei danni economici emergenti e delle perdite di 
reddito degli allevamenti maggiormente colpiti dall’infezione, nel 1994 venne 
avviato un “piano pilota” di intervento che ha coinvolto un gruppo di allevamenti 
caprini. 
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Figura 3: Schema di intervento per la qualificazione di allevamento caprino indenne da CAEV, 
modificato da MacDiarmid, 1984. 
 
 
Tale piano, ideato, proposto e coordinato dal servizio Veterinario della ASL di 
Asti, ha visto l’impegno congiunto di diversi Enti e Associazioni, che hanno tra 
loro collaborato in modo sinergico al raggiungimento dell’obiettivo.  
In seguito ai risultati ottenuti con l’applicazione del piano pilota, si è proceduto 
alla fase successiva del progetto ovvero la creazione di un “Centro comune di 
allevamento”. 
Si trattava in sostanza di organizzare strutture da destinare all’allevamento, in 
condizioni nettamente separate dalle greggi di origine, delle caprette che 
sarebbero andate a costituire la rimonta indenne da CAEV. 
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La strategia di intervento prevedeva diverse fasi: il controllo sierologico delle 
greggi degli allevamenti aderenti; la creazione di un centro comune di 
allevamento; allontanamento alla nascita dei capretti dalle loro madri; controlli 
sierologici dei capi conferiti ai centri; accoppiamento mediante monta naturale 
delle caprette con maschi geneticamente miglioratori; reintroduzione dei capretti 
per effettuare il ripopolamento con un gregge indenne da CAEV. 
I punti di forza del piano di eradicazione volontario, erano molteplici, come la 
possibilità di creare un allevamento di capi da rimonta in condizioni di sicuro 
isolamento da fonti di virus CAE; la possibilità di controllare 
contemporaneamente altre malattie; creare e gestire gruppi di animali omogenei 
per età. 
Gli aspetti positivi erano accompagnati da alcuni punti critici come la  
concentrazione in unico luogo di soggetti provenienti da allevamenti diversi; 
disomogeneità fenotipica e genotipica; benessere animale dei capretti sottratti alla 
nascita. 
Il metodo di eradicazione volontario elaborato ha consentito , nel corso degli anni 
dalla sua applicazione, di ottenere buoni risultati nel miglioramento sanitario, 
zootecnico e manageriale degli allevamenti caprini coinvolti. 
Tuttavia, non rappresenta il sistema migliore e risolutivo in tema di eradicazione 
della CAEV, poiché accanto ad alcuni aspetti positivi come la riduzione dei capi 
sieropositivi ci sono stati altrettanti aspetti negativi relativi alla possibilità di 
sieropositività, alla necessità di tenere sempre alto il livello di guardia tra gli 
allevatori e l’assenza di una legislazione che garantisca la qualifica degli animali 
oggetto di commercializzazione. (6) 
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1.3. Resistenza genetica dell’ospite ai Lentivirus  
 
 
L’HIV, il MVV e il CAEV sono lentivirus a tropismo macrofagico in grado di 
causare infezione persistente nell’ospite. Negli ovini i lentivirus non sono a 
tropismo linfocitico e non causano quindi immunodeficienza. 
La persistenza dell’infezione da lentivirus è attribuita a sequenze di  DNA 
provirale integrate nel genoma di una piccola frazione di macrofagi circolanti nel 
sangue. 
 La trascrizione del DNA provirale e l’espressione genica sono bloccati fino a che 
i monociti maturano in macrofagi e migrano negli spazi interstiziali degli organi 
colpiti. 
Nel momento in cui raggiungono gli organi bersaglio, i macrofagi infettati 
iniziano la replicazione virale che induce una cascata infiammatoria che alla fine 
attira altri monociti e altri leucociti. Queste lesioni aumentano progressivamente 
fino alla malattia ed anche alla morte. (7) 
Come descritto nel paragrafo precedente, sono stati effettuati piani di eradicazione 
volontaria per cercare di controllare il diffondersi della malattia in allevamento, 
ma ciò non rende gli animali indenni dalla possibilità di contrarre l’infezione se a 
contatto con altri animali infetti. Così gli sforzi per cercare di eradicare la malattia 
e mantenere uno stato di non infezione, potrebbero essere facilitati se il 
ripopolamento delle greggi avvenisse con animali geneticamente resistenti 
all’infezione da lentivirus. 
E’ per questo che negli ultimi anni la ricerca si è orientata sullo studio di geni 
coinvolti nell’infezione da Lentivirus, allo scopo di individuare eventuali 
mutazioni in grado di indurre resistenza all’infezione. 
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TMEM154, un gene espresso nei monociti, codifica per una proteina 
transmembrana, associata all’infezione da lentivirus. 
Anche se non si conosce la funzione della proteina TMEM154, la sua espressione 
sulle cellule CD19+ e CD14+ nell’uomo, è interessante in quanto i monociti sono 
le cellule target dell’infezione da MVV nelle pecore. 
L’allele ancestrale TMEM 154 codificante per un polipeptide di 191 aminoacidi 
con il glutammato (E) alla posizione 35 è stato associato alla suscettibilità 
all’infezione. L’allele mutante codifica per una lisina (K) in posizione 35 ed è 
stato associato ad una ridotta suscettibilità. (8) 
Per cui partendo da questo presupposto, è stato condotto uno studio di 
associazione genome-wide per verificare l’associazione genetica con l’infezione 
da lentivirus. 
Lo studio ha individuato 6 aplotipi di TMEM154 presumibilmente codificanti 
sequenze peptidiche alterate.  
Gli aplotipi 2 e 3 risultano essere fattori di rischio per l’infezione da MVV. 
L’aplotipo 3 ancestrale, pare sia coinvolto nella suscettibilità all’infezione da 
MVV, mentre l’aplotipo 1 risulta essere più recente ed associato ad una ridotta 
suscettibilità. 
Sugli aplotipi 4 e 6 sono state trovate delezioni che possono ridurre la funzionalità 
del gene TMEM154. 
In un altro studio, conoscendo il ruolo del recettore per il mannosio come 
recettore cellulare per gli SRLV in vitro, si è proposto di capire se l’espressione 
del recettore aumentava in tessuti bersaglio di animali  infettati naturalmente con 
SRLV manifestanti forme cliniche differenti. L’altro scopo dello studio era quello 
di verificare se questo incremento era in relazione alla presenza delle cellule 
infettate e alle lesioni in questi tessuti. 
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E’ stato visto che l’espressione del recettore per il mannosio e la carica provirale 
incrementavano con la severità delle lesioni nella maggior parte degli organi 
analizzati delle pecore infettate con SRLV e l’incremento  è stato individuato nei 
tessuti coinvolti in corrispondenza delle differenti manifestazioni cliniche. 
Ciò ha dimostrato che il recettore per il mannosio appare essere coinvolto nella 
patogenesi dell’infezione da SRLV, indipendentemente dalle forme cliniche 
presentate dagli animali, per cui potrebbe essere un gene candidato. (9)  
Recentemente il Trim5α è stato identificato come parte dell’immunità intrinseca 
che protegge i primati dalle infezioni retrovirali. 
Trim5α marca il capside del virus entrante direttamente nel citoplasma dopo 
l’ingresso e interferisce con la replicazione virale . 
Due polimorfismi nel gene Trim5 (H43Y e R136Q) sono coinvolti nell’attività 
antivirale di Trim5α in vitro.  
L’H43Y è localizzato nel dominio RING di Trim5α e può compromettere la sua 
presunta attività E3 ligasica. Infatti, la variante 43Y di Trim5α si è dimostrata in 
vitro meno efficiente nel restringere la replicazione di HIV-1. 
Il polimorfismo R136Q è stato associato ad una più stringente attività anti HIV-1 
di Trim5α. In uno studio si è voluto vedere l’effetto di questi polimorfismi in vivo 
e analizzare se il genotipo R136Q, in combinazione con uno SNP nella regione 5’ 
UTR di Trim5, fosse associato alla suscettibilità all’infezione da HIV-1 o alla 
progressione della malattia. 
È stato osservata una rapida progressione della malattia in individui omozigoti per 
il genotipo 43Y in accordo con quanto osservato in vitro. Per quanto riguarda il 
genotipo 136Q si è visto che svolge un ruolo protettivo solo dopo l’emergere di 
varianti CXCR4 usando cariche virali superiori alle 104.5 copie/ml di plasma come 
endpoint in analisi di sopravvivenza. Questi risultati suggeriscono che variazioni 
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genetiche nel gene Trim5 possono influenzare il decorso clinico dell’infezione da 
HIV-1 e confermano un ruolo di Trim5α in HIV-1 in vivo. (10) 
1.4. Ruolo del gene CCR5 nell’uomo e nei piccoli   
ruminanti  
 
Il gene CCR5 (Chemokine C-C motif Receptor 5) codifica per una proteina di 
membrana appartenente alla famiglia dei recettori per le chemochine e si trova sul 
braccio corto del cromosoma 3, in posizione 3p21.3. Il CCR-5 è espresso sulla 
superficie della membrana dei monociti, macrofagi, delle cellule T della memoria 
e sulle cellule dendritiche, inoltre è un importante co-recettore per l’HIV-1. (11) 
I recettori per le chemochine fungono da co-recettori delle cellule presentanti 
CD4 e mediano così il primo step dell’ingresso del virus nella cellula: la fusione 
dell’envelope virale con la membrana della cellula target.  
È la proteina gp120 a legarsi ai recettori virali. Il processo di fusione non avviene 
senza il legame di gp120 ai suoi co-recettori. 
Come co-recettori HIV utilizza principalmente CXCR4 (usati dai ceppi con 
tropismo per i linfociti T) e CCR5 (tipici del ceppo avente tropismo per i 
macrofagi). 
CCR5 è il recettore utilizzato dalle β−chemochine RANTES, MIP-α, MIP-
β, LD78α e LD78β,  mentre CXCR4 ha come ligando naturale la chemochina  
SDF-1 (Stromal Derived Factor 1). Il legame del virus a uno o all'altro di questi 
recettori permette di dividere i ceppi di HIV in  R5-using  e  X4-using i quali 
utilizzano, rispettivamente il CCR5 e il CXCR4 per entrare nella cellula. Il 
legame di gp120 ai suoi co-recettori sembra che avvenga cronologicamente dopo 
quello al CD4. 
Il gene CCR5 svolge un ruolo importante nella patogenesi dell’HIV. 
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Figura 4: Ciclo replicativo dell'HIV 
http://www.aidscongress.net/Modules/WebC_AidsCongress/CommunicationHTML.aspx?Mid=39&Co
mmID=114 
 
E’ stata descritta  una delezione di 32 paia di basi (∆32) presente nella regione 
codificante del gene CCR5. 
CCR5-∆32 introduce un prodotto allelico nullo che non è espresso sulla superficie 
cellulare e interferisce con la funzione della molecola wild-type attraverso la 
formazione di un eterodimero difettivo.  
Come risultato, in omozigosi tale delezione determina l’incapacità di esprimere 
un recettore funzionante a livello della membrana cellulare a cui consegue 
un’elevata resistenza all’infezione virale; in eterozigosi può ridurre l’espressione 
di CCR5. (11) 
I polimorfismi CCR-5 sono stati oggetto di intensi studi sull’infezione e la 
progressione dell’HIV-1. Analisi epidemiologiche fin dal 1996 hanno stabilito che 
la delezione 32 in omozigosi determina una protezione contro l’infezione da HIV-
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1 con rare eccezioni. CCR5-∆32 in eterozigosi ha mostrato di ritardare la 
sieroconversione in soggetti strettamente esposti al virus. (12) 
 Sempre nell’uomo sono state descritte altre varianti all’altezza del promotore 
(59029 G/A e 59353 C/T).  In particolare, è stato visto che l’allele 59029-G, che 
rallenta la progressione della malattia negli omozigoti HIV-1 positivi rispetto agli 
omozigoti 59029-A, è più comune rispetto alle altre varianti riscontrate. (11) 
Diverse altre varianti nell’Open Reading Frame (ORF), sono meno frequenti ed è 
stato dimostrato che alterano o aboliscono l’espressione del recettore CCR5. 
Due varianti conosciute come del893C e m303, codificano per prodotti tronchi e 
sono più frequenti nella popolazione asiatica. 
Studi analoghi sono stati condotti negli ovini affetti da MVV da White et al. (13) 
A tale scopo è stata determinata la sequenza genica del CCR5 ovino e sono  state 
evidenziate varianti nella ORF e nei siti regolatori circostanti. 
 
 
 
È stata prodotta una sequenza di 13.3 kb comprendenti CCR5 e le regioni 
regolatrici circostanti. Il CCR5 ha 2 esoni con le estremità conservate e l’ORF 
localizzata nel secondo esone. L’ORF codifica per una proteina di 352  
amminoacidi con identità pari al  95.5% con il bovino, 83.5% con l’uomo, 82.4% 
col cane e 79.0% col topo.  Nel frammento analizzato di 5.2 kb analizzato, sono 
state trovate 57 varianti di cui 6 inserzioni-delezioni e 51 SNPs. Degna di nota è 
una delezione che elimina 4 paia di basi da un sito di binding per un ottamero 
Figura 5: Regione genomica del CCR5 ovino 
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nella regione del promotore alle posizioni nucleotidiche 5436-5439 depositato in 
GenBank con il numero di accesso FJ008056.1. 
Tale delezione interferisce a livello del trascritto riducendolo di 3.9 volte rispetto 
a quello prodotto dall’allele ancestrale con inserzione, suggerendo un possibile 
ruolo del CCR5 deleto nella resistenza o resilienza a diversi patogeni negli ovini. 
(13) 
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2.  SCOPO DELLA TESI 
 
L’Artrite-Encefalite Caprina per i gravi danni economici che determina e per 
l’inefficacia dei piani di eradicazione volontaria adottati rappresenta uno dei  
maggiori problemi dell’allevamento caprino. 
La possibile esistenza di fattori genetici di suscettibilità/resistenza alle lentivirosi, 
descritti nell’uomo e in altre specie animali, apre la strada a nuove strategie di 
lotta.  
Un possibile marcatore utilizzabile per controllare la CAEV nei caprini è 
rappresentato dal gene CCR5. 
L’obiettivo specifico del presente lavoro è descrivere CCR5 nei caprini e valutare 
il ruolo biologico delle mutazioni eventualmente riscontrate: ciò sarà 
propedeutico ad  un progetto successivo atto a valutare su campo, mediante uno 
studio caso-controllo, il ruolo da esse svolto nella modulazione della 
suscettibilità/resistenza alla malattia. Nel caso in cui fossero riscontrati 
polimorfismi associati alla resistenza alla malattia essi potrebbero essere infatti 
utilizzati nell’applicazione di piani di selezione assistita da marcatori mirati alla 
creazione di popolazioni indenni da CAEV. 
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3. MATERIALI E METODI 
 
Al fine di studiare la sequenza e la variabilità del gene CCR5 nella capra è stata 
effettuata un’indagine su 20 campioni di sangue appartenenti a caprini di razza 
Camosciata. Gli animali sono stati scelti di differente età, non imparentati tra loro 
e con una ratio tra i sessi di 1:1. Il DNA è stato estratto manualmente mediante il 
kit Pure LinkTM Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen).  
Il gene CCR5, analogamente a quanto fatto in altri studi per gli ovini, è stato 
analizzato mediante quattro PCR comprendenti la regione del promotore, Esone 1, 
Introne, Esone 2 e CDS, regione 3’ UTR, utilizzando i primer riportati in tabella 
1.  
 
 
La PCR è stata condotta su un volume di reazione pari a 50 µl mediante utilizzo 
di Platinum® qPCR Supermix-UDG (Invitrogen) 25µl, con aggiunta dei primer 
suddetti [300 nM] ed utilizzando il profilo termico proposto da White (2009). 
Ciascun amplificato è stato sottoposto a sequenziamento utilizzando i primer 
descritti da White (2009) e la chimica BigDye 3.1 (Applied Biosystems). 
Le sequenze ottenute sono state allineate mediante il Software SeqMan 
(Lasergene) attraverso il quale è stata creata una sequenza consensus raffrontata 
Sequenza dei primers Regione di interesse 
(Ovis aries FJ008056.1) 
5’-tgtagcaccagccattagcttc-3’ 
5’-cctgttttgtatctttgatgttat-3’ 
4104-4125 
5963-5986 
5’-tcagggaaacccatgaataa-3’ 
5’-ctgcagtgaatgaagctgtga-3’ 
5529-5548 
7039-7059 
5’-cagcaagctcctaatgatgc-3’ 
5’-tactcgctctggagactctc-3’ 
6936-6955 
8514-8533 
5’-tggctatcgtccatgctgtg-3’ 
5’-tcccatctctggcttcaact-3’ 
7911-7930 
9436-9455 
Tabella 1: primers utilizzati in PCR 
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alla sequenza di riferimento ovina di CCR5 (GenBank accession number 
FJ008056).  
La sequenza caprina del gene CCR5  è stata desunta per omologia con la sequenza 
ovina con l’utilizzo dell’applicazione MegAlign™ del software DNASTAR . 
Successivamente si è proceduto ad una verifica sperimentale dei risultati ottenuti 
mediante l’amplificazione di c-Dna.  
Pertanto sono stati disegnati due primer, utilizzando il software Primer 3: uno 
all’inizio dell’esone I e uno circa a metà dell’esone II.  
Sono state inserite come templato, su cui disegnare i primer, le sequenze relative 
all’esone I e II fuse insieme, eliminando l’introne intermedio.   
Primer 3 ha fornito, quale migliore coppia di primer, la seguente: 
-LEFT PRIMER   EXIF     CCAACTCAGAAGAAACTGCAT (1427-1447) 
-RIGHT PRIMER EXIIR       AAGCAAACACAGCATGAACG (3692-3673) 
In seguito è  stato messo a punto un idoneo protocollo di PCR su un volume finale 
di 25 µl:  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La PCR ha previsto il seguente profilo termico: 95°C per 10’ seguiti da 35 cicli 
94°C per 30”, 54°C per 30”, 72°C per 60” e un’estensione a 72°C per 7’ e 4°C 
Buffer 10X 2.5 µl 
Mg 2+ (2.5mM) 2.5 µl 
DNPTs (0.2mM) 1.0 µl 
Primer ExIF (300nM) 0.5 µl 
Primer ExIIR (300nM) 0.5 µl 
GC solution 5 µl 
Taq (1.5U) 0.2 µl 
Acqua   11.8 µl 
C-DNA (dil. 1/5) 1µl 
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infinito. 
Il prodotto PCR di 533 pb è stato rivelato su gel di agarosio al 2%, purificato e 
utilizzato per la reazione di cycle sequencing mediante gli stessi primer di PCR e 
sfruttando la chimica dei BigDye 3.1 (Applied Biosystems). 
Le sequenze ottenute sono state analizzate mediante il Software SeqMan 
(Lasergene), sono stati inseriti manualmente dei gap per allineare gli esoni e 
pertanto le posizioni ipotizzate per omologia alla sequenza ovina sono state 
confermate sperimentalmente. 
I polimorfismi presenti nella regione del promotore sono stati indagati con il 
software TFSEARCH v.1.3 (Yutaka Akiyama: "TFSEARCH: Searching 
Transcription Factor Binding Sites", http://www.rwcp.or.jp/papia/) per individuare 
eventuali punti di interazione con fattori di trascrizione creati o soppressi dalla 
presenza della mutazione. 
Per ciascun polimorfismo è stato calcolato l’equilibrio di Hardy-Weinberg e 
mediante il software PHASE v.2.1 (14,15) sono stati definiti gli aplotipi.  
E’ stata effettuata un’analisi con il software UTRScan per rilevare l’eventuale 
presenza di siti polimorfici all’interno di consensus motifs. 
Sono stati inoltre ricercati polimorfismi in motivi regolatori collocati a livello 
degli esoni, chiamati ESE (Esonic Splicing Enhancer) mediante Rescue-ESE Web 
Server. 
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4. RISULTATI 
Il gene CCR5 caprino è caratterizzato da due esoni con regioni adiacenti 
conservate e l’intera ORF ubicata sull’esone II. 
L’ORF codifica per una proteina di 352 aminoacidi: l’analisi di identità di 
sequenza aminoacidica effettuata mediante l’applicazione MegAlign™ del 
software DNASTAR ha mostrato come essa presenti un’identità aminoacidica del 
98% con la sequenza ovina, del 96% con la sequenza bovina, dell’ 84 % con la 
sequenza umana, dell’83% con la sequenza equina e del  74% con la sequenza 
felina. 
L’analisi dei 20 campioni ha consentito di individuare 17 alleli, risultati tutti in 
equilibrio di Hardy-Weinberg, associati a costituire 5 aplotipi. In tabella 2 sono 
riportati alleli, aplotipi e frequenze ad essi relative. 
 Posizione nucleotidica 
Frequenza 
(%) 
Aplotipo 4421 4463 4788 5171 5305 5638 6415 6816 7034 7266 7412 7448 8121 8598 9161 9332 9353 
0.77 1 - G C C C C T A C T T T T C C G G 
0.027 2 - G C C C C T A C T T T T C C G C 
0.027 3 - G C C T C T A C T T T T C C G G 
0.027 4 TC A C A T T C C C C C C T T C C G 
0.14 5 TC A G A T T C A T T T C C T T G G 
Tabella 2: Posizione nucleotidica: in nero è indicato il wild-type e in rosso la mutazione. 
 
Non sono stati descritti polimorfismi nelle stesse posizioni nucleotidiche descritte 
nell’ovino o nell’uomo.  
Nel frammento di CCR5 di 5.2 kb analizzato, sono stati riscontrati 17 
polimorfismi: uno di questi era un’inserzione e gli altri 16 SNPs.  
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Sei alleli, uno dei quali caratterizzato dall’inserzione di due basi TC (4421), si 
localizzano nella regione del promotore (4421, 4463, 4788, 5171, 5305, 5638), 6 
nell’introne tra esone 1 e 2 (6415, 6816, 7034, 7266, 7412, 7448), 4 nella regione 
3’UTR (8598, 9161, 9332, 9353) e solo uno (8121 T>C) nella regione codificante 
che determina una sostituzione aminoacidica al codone 198 (I198T). (tabella 3) 
Tabella 3: mutazioni del gene CCR5 rilevate nei caprini e frequenze relative. 
 
L’analisi con TFSEARCH  ha individuato nella regione del promotore i siti 5171 
e 5305 a livello dei quali la mutazione può generare siti di legame per  SRY (Sex 
 
Mutazione 
 
Regione di 
interesse 
 
Frequenza% 
(MAF) 
 
HW 
 
4421 Ins TC 
 
Promotore 
 
0.17 P>0.05 
 
4463 G>A 
 
Promotore 0.17 P>0.05 
 
4788 C>G 
 
Promotore 0.14 P>0.05 
 
5171 C>A 
 
Promotore 0.17 P>0.05 
 
5305 C>T 
 
Promotore 0.19 P>0.05 
 
5638 C>T 
 
Promotore 0.17 P>0.05 
 
6415 T>C 
 
Introne 0.17 P>0.05 
 
6816 A>C 
 
Introne 0.03 P>0.05 
 
7034 C>T 
 
Introne 0.14 P>0.05 
 
7266 T>C 
 
Introne 0.03 P>0.05 
 
7412 T>C 
 
Introne 0.03 P>0.05 
 
7448 T>C 
 
Introne 0.17 P>0.05 
 
8121 T>C 
 
Esone 2 CDS 0.14 P>0.05 
 
8598 C>T 
 
Esone 2  3’-UTR 0.17 P>0.05 
 
9161 C>T 
 
a valle del 3’- UTR 0.14 P>0.05 
 
9332 G>C 
 
a valle del 3’- UTR 0.03 P>0.05 
 
9353 G>C 
 
a valle del 3’- UTR 0.03 P>0.05 
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determining factor) e CdxA (caudal type homeobox transcription) non presenti  se 
la sequenza è wild-type. 
L’analisi con il software UTRScan non ha rilevato la presenza dei siti polimorfi 
rilevati all’interno di consensus motifs. 
UTRScan ha inoltre collocato il sito di poliadenilazione  (PAS) dalla base 5188 
alla 5213 della sequenza caprina pertanto nessuna mutazione è ubicata in esso. 
Le regioni in prossimità degli esoni risultano conservate, pertanto non si sono 
osservati polimorfismi coinvolgenti i siti di splicing. Esistono però motivi 
regolatori collocati a livello degli esoni, al di fuori dei siti di splicing, denominati 
esonic splicing enhancer (ESE); la ricerca di queste regioni è stata effettuata 
mediante Rescue-ESE Web Server e nessun polimorfismo rilevato è risultato 
appartenere a tali siti. 
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5. DISCUSSIONE 
L’Artrite-Encefalite Caprina, rappresenta uno dei maggiori problemi 
dell’allevamento caprino, non esistono presidi immunizzanti efficaci né 
trattamento terapeutico; le perdite dovute a questa malattia risultano 
particolarmente rilevanti nei  paesi con vocazione zootecnica ovicaprina. 
Attualmente la prevenzione e l’eradicazione sono le possibili strategie di lotta. 
I piani di eradicazione volontaria recentemente adottati si sono rivelati 
inapplicabili per le diverse problematiche precedentemente descritte: tra queste un 
problema cruciale è rappresentato dalla ripositivizzazione di capi che erano 
risultati totalmente sieronegativi ciò ha determinato infatti l’insorgenza di sfiducia 
tra gli allevatori e la conseguente uscita dai programmi di eradicazione su base 
volontaria. 
La collaborazione con gli allevatori è fondamentale per la buona riuscita del 
piano, ma spesso questa è disattesa anche perché con il tempo essi tendono ad 
allentare le misure di profilassi diretta. 
L’assenza di una metodica standard e uniforme a livello nazionale e di una 
legislazione che garantisca la qualifica degli animali oggetto di scambi 
commerciali non incentivano il controllo e l’eradicazione della malattia. 
 Quindi, l’esistenza di fattori genetici di suscettibilità/resistenza all’infezione da 
lentivirus nell’uomo e nell’ovino offre la possibilità di orientarsi su studi genetici, 
finalizzati all’individuazione di marcatori eleggibili all’attuazione di  piani di 
selezione assistita, per ottenere popolazioni geneticamente resistenti alla malattia. 
Questo tipo di approccio è ormai ampiamente utilizzato sia nei vegetali che negli 
animali a produzione zootecnica. Esempio di ciò è l’utilizzo di geni cosiddetti 
maggiori, che apportano un cambiamento non tanto fenotipico ma piuttosto 
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quantitativo migliorando le prestazioni dell’allevamento (es. gene della caseina 
αs1, nei caprini influenza il contenuto proteico del latte; gene dell’ipertrofia 
muscolare evidenziato in alcune razze bovine da carne, che determina la presenza 
della cosiddetta “doppia coscia” caratteristica di pregio per gli animali destinati 
alla produzione di carne). 
L’applicabilità della selezione assistita da marcatori mirata alla creazione di 
popolazioni resistenti alla malattia ha trovato ampio utilizzo a livello europeo nei 
piani di selezione genetica implementati per la scrapie ovina. Ciò è stato possibile 
poichè mutazioni del gene PRNP codificante per la proteina prionica (PrP), 
influenzano la suscettibilità degli ovini alla scrapie. Esso presenta mutazioni in 
corrispondenza delle triplette nucleotidiche che codificano per gli aminoacidi in 
posizione 136, 154, 171 e si presenta più frequentemente in 7 diverse varianti 
alleliche.  
Partendo da tale contesto e dagli obiettivi futuri che si intendono raggiungere, con 
il presente lavoro è stata definita per la prima volta la sequenza del gene CCR5 
nella capra, che è stata quindi depositata su GenBank, con il numero di accesso 
HQ650162. 
La mutazione non sinonima 198 I>T riscontrata nella regione codificante 8121 
T>C  è stata valutata considerando la matrice di sostituzione aminoacidica relativa 
alle proteine transmembrana, che ha restituito per la sostituzione I>T un valore 
pari  a 0  indicando una  sostituzione neutrale. 
In effetti l’Isoleucina è un aminoacido idrofobico quindi generalmente ubicata a 
livello del core idrofobico della proteina e analogamente alla Treonina è 
caratterizzata da Cbeta branch che consentono un ridotto numero di 
conformazioni che la catena proteica principale può assumere. 
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Per quanto concerne le mutazioni descritte nel promotore, dati bibliografici 
riportano che un terzo delle mutazioni del promotore ubicate entro le 500 pb dal 
Transcriptional Start Site (TSS) interferiscono per più del 50% sui livelli di 
trascrizione; in tal caso i polimorfismi rilevati 5171 (-499), 5305 (-365)  e la 5638 
(-32)  potrebbero esercitare un ruolo rilevante; in particolare le mutazioni di solito 
ubicate entro –300 pb interessano il core del promotore. Le tre restanti mutazioni 
4421 (-1249), 4463 (-1207) e 4788 (-882), collocate a maggiore distanza dal TSS 
potrebbero comunque esercitare il ruolo di elementi putativi negativi. 
La mutazione, a livello dei siti 5171 e 5305 individuati nella regione del 
promotore dall’analisi con TFSEARCH, può generare siti di legame per SRY (sex 
determining factor) e CdxA ( caudal type homeobox transcription) che dal punto 
di vista funzionale per il ruolo biologico da essi svolto, nello sviluppo gonadico e 
nella regolazione dello sviluppo embrionale, non sembrano essere rilevanti.  
Le mutazioni nella regione UTR posso generare m-RNA instabili; l’analisi con il 
software UTRScan non ha però rilevato la presenza dei siti polimorfi rilevati 
all’interno di consensus motifs. 
A livello del sito di poliadenilazione (PAS), collocato da UTRScan dalla base 
5188 alla 5213 della sequenza caprina, non è ubicata nessuna mutazione. 
Mutazioni a questo livello possono infatti considerarsi funzionali poiché 
l’alterazione del segnale di poliadenilazione non consente una corretta 
maturazione da RNA nucleare a messaggero. 
I risultati ottenuti hanno evidenziato che il CCR5 caprino è moderatamente 
polimorfo e questo consentirà di effettuare un studio caso-controllo per scoprire 
eventuali associazioni tra gli aplotipi rilevati e la resistenza a CAEV nei caprini. 
Inoltre l’analisi funzionale dei polimorfismi ha restituito informazioni utili per la 
scelta di mutazioni che potrebbero possedere, rispetto ad altre, una maggiore 
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rilevanza in funzione del ruolo biologico svolto, della frequenza allelica e del 
rispetto dell’ equilibrio di Hardy Weinberg. 
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